J 



EuropSisches Patentamt 
® 1)11 Eur °P 0an Patent Office 

Office europtien des brevets 



iiiiiiiniui 

0 Nume*ro de publication: 0 200 655 B1 



© FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 

© Date de publication de fascicule du brevet 26.04.95 © lntCI.*:C12N 15/00, C07H 21/04, 

C12N 1/16, C12P 21/02, 
© Nume*ro de de*pot 86400981.8 A5«j « 38/00 

© Date de ddpot 0Z05.86 



© Vecteurs d'expression et de $4cr*tion de I'hirudine par les levures transformers. 



© Priori; OZ 05,85 FR 8506672 


© Titulaire: TRANSGENE SJL 




11, rue de Molahelm 


© Date de publication de la demande: 


F-67000 Strasbourg (FR) 


05.11.86 Bulletin 86/45 


© Irrventeur Lolson, G6rard 


© Mention de la d£livrance du brevet 


19, rue du Faubourg National 


26.04.95 Bulletin 95/17 


F-67000 Strasbourg (FR) 


© Etats contractants de'signds: 


Inventeur. Tolstoshev, Paul Biotechnology 


Australia Pty Umited 


AT BE CH DE FR QB IT LI LU NL SE 


28 Barcoo Street 




East Rosevllle 


© Documents crte*s: 


Sydney 2069 (AU) 


EP-A- 0116 201 


Inventeur Lemolne, Yves 


EP-A- 0123 294 


4, rue des Allslers 


EP-A- 0123 544 


F-67100 Strasbourg (FR) 


EP-A- 0 129 073 


Inventeur. Lecocq, Jean-Pierre 




8p rue du Champ du Feu 


CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 100, no. 19,7 


F-67116 Relchatett (FR) 


mal 1984, page 227, abrege" no. 




152937g,ColumbU8, Ohio, US; J. DODT et ah: 


© Mandataire: Warcoln, Jacques et al 


"The complete amino acid sequence offhlru- 


dln, a thrombin specific Inhibitor. Applica- 


Cabinet PWglmbeau, 


tion of colo rca rboxym a thy I at! on", & FEBS 


26, avenue Kid bar 


LETT. 1984, 165(2), 180-4 


F-75116 Parte (FR) 



li est rappele* que: Dans un delal de neuf mois & compter de la date de publication de la mention de la 
delivrance du brevet europ£en, toute persona© pent fairs opposition au brevet europSen ddlivrg, aupres de 
r Office europeen des brevets. L'opposttion doit Stre formed par ecrit et motive. Elle n'est r6put6e formed 
qu'apres paiement de ia taxe d'opposJtkxi (art. 99(1) Convention sur le brevet europeen). 



Rank Xerax (UK) Business Services 

13.10/3.09/3.3.3) 



EP 0 200 665 B1 



Description 

La pfgsente invention co rice me des vecteurs d'expression de la sequence d'ADN codant pour une 
hirudine ou des analogues de l'hirudine, la secretion de l'hirudine dans le milieu de culture des levures 
s transformers par ces vecteurs et des precedes permettant d'obtenir par fermentation une hirudine active 
ainsi que I'hirudine obtenue. 

Uactivite anti-coagulante qui se trouve dans les glandes salivaires des sangsues medicinates, Hirudo 
medicinalis , provient d'un petit polypeptide que Ton appelle i'hirudine (1). Cet inhibrteur tres spectfique et 
tres efficace de la thrombine a ete largement etudie ces demiers temps car il prdsente potentiellement un 
70 agent therapeutique tres inteVessant Toutefois, la difficult^ extreme et le coOt de son isolement et de sa 
purification orrt empeche qu'il soit utilise plus largement, ou m§me qu'il puisse etre etudie* sur le plan 
clinique. 

La possibility de production de I'hirudine par le clonage des genes, et leur expression gr&ce k la 
technique des ADN recombinants, a d£j& ete montree par le clonage d'un gene naturel de sangsue codant 

76 pour I'hirudine et ('expression dans le microorganisme E. cojj (Demands de brevet frangais n' 84 04755 au 
nom de la Demand eresse de*posee le 27 mars 1984). Me me si un peptide ayant une activrte btotogique a 
pu §tre produit dans E. coji . il est tres important de produire de l'hirudine dans d'autres types de 
microorganismes. En effet, ('utilisation de I'hirudine en clinique exige une tres grande puretd du produit, et 
Elimination des contaminants pyrog6niques pourraTt poser des problemes k la purification de I'hirudine k 

20 partir d'extrarts du colibacilte. 

De plus, I'hirudine syrrthebsee par E. coli rests intracellulaire et doit done §tre purrfiee k partir d'un tres 
grand nombre de peptides de E. coli . Pour ces raisons, il start inteVessant de faire exprimer le gene de 
I'hirudine dans la levure qui ne produit pas de substances pyrogenes ou toxiques pour I'homme et qui est 
capable de secre*ter des prolines dans le milieu de culture 

25 Le mecanisme d'action de I'hirudine comme anti-coagulant commence seulement k §tre compris. Le 
substrat pour la fixation de I'hirudine est la thrombine, qui est une enzyme proteolytique, qui, par activation 
(par le facteur X active) k partir de sa forme zymogene, la prothrombins, coupe le fibrinogene dans le flux 
circulatoire pour le transformer en fibrine qui est necessaire k la formation du caillot de sang. La constants 
de dissociation du comptexe thrombine-hirudine 1:1 (0,8 x 10~ 10 ) indique une association extrfimement 

30 forte entre ces molecules (2). Pratiquement, on peut considdrer le comptexe non-covalent entre ces deux 
molecules comme indissociable in vivo . 

L'hirudine est un inhibrteur tres specrfique de la thrombine, avec une affinrtS beau coup plus etev^e que 
le substrat nature!, le fibrinogene. En outre, il n'est pas necessaire d'avoir d'autres facteurs de coagulation 
ou d'autres constrtuants du plasma. L'activite anti-thrombinique spectfique et tres importante de I'hirudine 

35 rend evktente son application clinique en tant qu'anfrcoagulant 

L'hirudine a M etudiee de facon tres importante chez I'animal pour see propr^tes anti-coagulantes. 
L'etude la plus d&aiHee (3) decrit !' activity de l'hirudine dans la prevention des thromboses veineuses, des 
occlusions vascul aires et des coagulations intravasculaires dissdmindes (DIC) chez le rat L'hirudine est 
bten toteree par les rats, les chiens, les lapins et les souris lorsqu'elle est sous forme tres purifies et 

40 injectde par vote intra-veineuse. La DLso dans les souris est superteure k 500 000 U/kg de pokJs corporei 
(e'est-fc-dire 60 mg/kg). Une autre etude (4) indique que les souris torrent des doses allant jusqu'fe 1 g/kg 
et que les lapins tolerent k la fois par voie irrtraveineuse et par vote sous-cutanee jusqu'dt 10 mg/kg. Chez 
les sourts, des injections r£p£tees pendant une periode de deux semaines ne conduisent pas & des 
reactions de sensibilisatkxi. 

4S En outre, l'hirudine chez I'animal experimental est rapidement eiiminee (demHvie de I'ordre de 1 
heure) encore sous forme biologiquement active par rinterm^diaire des reins (3). 

Deux autres Etudes independantes, Tune utilisant les chiens (5) et r autre (8) demontrant l'activite de 
l'hirudine dans la prevention des DIC chez les rats, sont en accord avec les resutate posittfs de Markwardt 
et de ses collaborateurs. Ces chercheurs ont recemment publie la premiere analyse in vivo des effete de 

so I'hirudine naturelte sur le systems hemostatique humain (7). Le materiel a montni les effete biologiques 
attendus sans indication d'effets secondares toxiques. 

On a aussi pu ddmontrer que i'hirudine prevtent les DIC indurts par tes endotoxines dans tes cochons 
(8) et ainsi constrtue une solution potentielte aux problemes ties serieux poses par tes endotoxinemtes qui 
conduisent k une mortal rte e levee chez tes cochons. 

ss Une seute publication tres recente (9) decrit {'administration irrtraveineuse et sous-cutanee d'hirudine k 
I'homme. Six volontaires ont ete utilises pour evaluer la pharmacocinetique et tes effete sur le systems 
hemostatique d'une dose unique (1 000 AT-U/kg) d'hirudine. L'hirudine adminiatree par voie irrtraveineuse 
presente une demi-vie de 50 minutes et on retrouve 50 % de i'hirudine sous forme active dans Purine, 
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pendant 24 heures apr&s ('injection. On observe une prolongation du temps de coagulation (mesure in vitro, 
pour la thrombine, la thromboplastins et la prothrombins) en fonction de ia concentration d'hirudine dans le 
plasma, ce qui montre que la molecule gard son activity biologique dans la circulation du sujet. On 
n'observe pas de changement dans le nombre de plaquettes, dans le taux de fibrinogens ni dans le 

5 systfcme fibrinolytique. Les injections d'hirudine sous-cutanees comme intraveineuses sent bien toter£es et 
ne provoquent pas d'effet secondaire. Pour tester I'apparrtion eventuelle de reactions allergiques, 2 
injections intracutanees ont to administrees aux m§mes sujets, a 4 semaines d'intervaile ; on n'a observe 
aucun signe de sensibilisation. De plus, on ne detects pas d'anticorps anti-hirudine dans le serum. 

Ces Etudes sugg&rent que I'hirudine peut constituer un agent clinique interessarrt comme anti- 

;o coagulant. La pre -phase de coagulation du sang n'est pas affectee compte tenu de la haute specificity de 
Taction de I'hirudine. L'acuvfte arrti-thrombinique est otfpendante de la dose et I'effet de I'hirudine est 
rapidement reversible compte tenu de son elimination r^nale rapide. On a pu mettre en Evidence que 
I'hirudine est trfes superieure k I'h^parine pour le traitement des DIC (3, 6) comme cela pouvait §tre attendu 
compte tenu du fait que la DIC est accompagnee par une decroissance de I'anti-thrombine III (un co-facteur 

ib nScessaire pour Taction de I'heparine) et un relarguage du facteur de plaquette 4 qui est un agent trds 
efficace anti-he pari ne. 

Une etude a mis en Evidence la possibility que I'hirudine puisse §tre absorbee par la peau des §tres 
humains (10) bien que les r&ultats obtenus restent quelque peu drfficiles k interpreter. 

Des preparations commerdaJes d'extrarts bruts acellulaires de sangsues sorrt disponibtes en pommade 
20 (Hirucrfeme, Societe Nicholas, France ; Exhirud-Blutgel, Ptantorgan Werke, RFA), mais des tests compie- 
mentaires avec des doses plus importarrtes d'un materiel hautement purifie sorrt necessaires pour etaWir s'il 
s'agit la d'une vote d'administration interessante. De facon generate, les voies d'administration purees 
sorrt les voies intraveineuses, intramusculaires et la vote percutanee. D'autres voies d'administration ont ete 
rapportees pour I'hirudine, notamment la vote orale (BSM N* 3 792 M). 
25 Ce produrt peut egalement. en combinaison avec d'autres composants, §tre utilise dans le traitement du 
Psoriasis et d'autres desordres cutanes du mime type comme cela est decrrt dans le DOS 2 101 393. 

L'hirudine peut §tre, en outre, utilises k titre d'anti-coagulant dans les tests cliniques en laboratoires et 
comme outil de recherche. Darts ce cas, la haute sperificrte pour une etape unique dans la coagulation du 
sang peut presenter un avantage considerable par rapport aux anti-coagulants utilises le plus souvent et 
30 dont Taction est beaucoup moins specrflque. 

En outre, I'hirudine peut etre trfcs utile comme agent anti-coagulant darts les circuits extra-corporels et 
dans les systlmes de dialyses ou elle peut presenter des avarttages considerables par rapport aux autres 
anti-coagulants, en particulier s'il petit dtre immobilise sous forme active sur la surface de ces systfemes 
circulatoires artificiete. 

36 L'actrvite de fixation de I'hirudine sur la thrombine peut en outre, permettre la protection indirecte de 

facteurs de coagulation tela que le facteur VIII, tors de sa purification. 

Rnalemerrt, I'utilisation de I'hirudine marquee peut constituer une methode simple et efficace pour 

mesurer les taux de thrombine et de prothrombin©. En particulier, Phirudine marquee peut §tre utilises afin 

de visualiser les caillots en formation car le phenomdne de coagulation implique la transformation de la 
40 prothrombine circutante en thrombine au site de formation, I'hirudine marquee venant se fixer sur la 

thrombine et pouvartt dtre visual ts^e. 

II est en outre possible de pre voir I'utilisation directe des levures transformees k titre de medicament 

liberant de I'hirudine, par example en etalant une crfcme corrtenarrt lesdrtes levures qui s6cr§terrt de 

I'hirudine sur la peau. 

45 En resume, I'hirudine selon ('invention presents un grand nombre d'applications possibles : 

1 • ) comme anti-coagulant dans des conditions thrombotiques critiques pour la prophylaxie et la 
prevention de I'extension des thromboses existantes ; 

2*) comme anti-coagulant pour rdduire les rtfmatomes et les enflures aprds les micro-chirurgies, 
situations oD I'on fait une utilisation importante de sangsues vivantes ; 
so 3') comme anti-coagulant dans des systdmes de circulation extracorporelle et comme agent anti- 
coagulant pour revdtir des biomateriaux synthetiques ; 

4') comme anti-coagulant dans les tests cliniques des echantillons de sang dans les essais de 
laboratoires ; 

5*) comme anti-coagulant dans la recherche clinique sur la coagulation et comme outil experimental ; 
55 6«) comme agent topique possible pour ('application cutanea dans le traitement des hemorroTdes, des 
varices et des oed&mes ; 

7*) comme composant dans le traitement des Psoriasis et autres desordres apparentes ; 
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8*) enfin, rhirudine petit §tre utilisfo pour fixer la thrombine lors de ta conservation du sang et de la 
preparation de derives du sang (plaquettes, facteurs VIM et IX). 

A titre indicatH, I'hirudine peut §tre utilise dans ies compositions th6rapeutiques a des concentrations 
correspondant a 100-50 000 (J anti-thrombiniques/kg par jour, 
s L'hirudine etant soluble dans I'eau, il est aise d'obtenir des compositions pharmaceutiques injectables 
ou applicables par d'autres voies en utilisant des supports et vehicules pharmaceutiquement acceptables. 

Enfin, il est possible d'utiliser de I'hirudine marquee sort par un marquage radioactiff ou par tout autre 
type de marquage enzymatique ou fluorescent realise par des techniques connues afin d'effectuer des 
dosages in vitro ou de I'imagerie in vivo, en particulier pour visualiser la formation de caillots. 
io Une preparation d'hirudine k partir de I'animal entier a ete* utilise pour determiner la sequence 
d'acides amines de la proline (11,12). Dans Ies experiences suivantes on a clone un gene qui s'exprime 
en ARN messager dans Ies tetes des sangsues a jeun. Ce g£ne ports une information pour une proline 
(hirudine variante 2 ou HV-2) dorrt la sequence est significativement difterente de celle que Ton trouve dans 
tout le corps de I'animal (proteine variante appeiee HV-1). II y a 9 differences en residue aminoacyles entre 
76 HV-1 et HV-2 et Ies differences entre ies deux residue Nhb-terminaux (val-val ou ile-thr) peuvent expliquer 
Ies apparentes contradictions dans la literature concernant I'extremite NH2 -terminate de I'hirudine (13). 

La figure 1 montre Ies sequences de DNA du plasmide recombinant pTG717 qui contient une copte du 
cDNA correspondant au mRNA de HV-2, ainsi que la sequence en acides amines dSdurte de la sequence 
du DNA, en b), et Ies differences entre cette sequence et la sequence en acides amines de HV-1, en c). 
20 Un variant de I'hirudine HV1 est decrit dans FEBS LETTERS, 1984, vol. 105 (2), pages 180-184. 

II convient de noter que la sequence du cDNA n'est probablemertt pas compete et qu'il peut exister 
une sequence-signal en amont du debut de la proteine mature. 

L'expression du cDNA d'HV-2 dans Ies microorganismes montre que la proteine correspond ante a une 
activrte arrtrthrombine. 

25 Bien que Ies experiences suivantes aient ete realisees avec le variant HV-2, dans ce qui suit on 

designers par ''hirudine" et 'gene codant pour rhirudine" aussi bien Tune que I'autre des variantes, c'est-a- 

dire HV-1 ou HV-2 de me me eventuellement que d'autres variantes, et Ies sequences correspondantes, 

sauf indication contraire. 

L'un des objets de la preserrte invention est la preparation d'hirudine par des levures. 
30 Les levures sont des organ ismes eucaryotes unicellulaires. Le genre de levure Saccharomyces 

comprend des souches dorrt la biochimie et la genetique sont etudiees intensivement en laboratotre ; il 

comprend egalement des souches utilisees dans rindustrte alimentaire (pain, boissons alcoolisees, etc.) et 

produites par consequent en tres grande quantite. 

La facilhe avec laquelle on peut manipuler la genetique des cellules de Saccharomyces cerevisiae , sort 
35 par Ies techniques dassiques, sort par les techniques derivees du genie genetique, et encore mieux par la 

combinaison de ces deux types de technique, et la longue histoire industrielle de cette espfcce en font un 

hdte de choix pour la production de polypeptides etrangers. 

EP-A-123 294 decrit des vecteurs de transformation de levure assurant la secretion de polypeptides 

precurseurs hybrid ea permettant la recuperation du polypeptide desire. 
40 EP-A-1 16 201 decrit des vecteurs de secretion dans les levures utilisant la sequence leader du facteur 

alpha. 

EP-A-1 29 073 decrit r expression par des levures du GRF en utilisant notamment des elements issus du 
g^ne du facteur alpha. 

EP-A-123 544 decrit la secretion de prolines en utilisant des elements provenant de genes du facteur 
45 alpha. 

C'est pourquoi la presents invention concerne plus parti culierement un bloc fonctionnel d'ADN permet- 
tant la preparation de i'hirudine a partir de levure, caracterise en ce qu'il comports au moins : 
. le g§ne & rhirudine ou d'un de ses variants (ci-aprds g£ne H) ; 

. une sequence d'ADN (St r ) comportant les signaux assurant la transcription du g&ne H par la levure. 
so Ce bloc fonctionnel, integre dans un plasmide ou dans les chromosomes d'une levure, de preference 
du genre Saccharomyces , pourra permettre, aprfcs transformation de ladite levure, l'expression de I'hirudi- 
ne, sort sous forme active, sort sous forme d'un pnicurseur inactif. pouvant regenerer I'hirudine par 
activation. 

L'interdt de Saccharomyces cerevisiae est que cette levure est capable de setter quelques proteines 
55 dans le milieu de culture, retude des mecan ismes responsables de cette secretion est en plein essor.et on 
a montre qu'il etait possible de faire secreter a la levure, aprfes manipulations adhoc, des hormones 
humaines correctement processees et en tous points semblables a celles que Ton trouve dans le serum 
humain (14, 15). 
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Dans te cadre de la preserrte invention, cette propria est mise a profit pour obtenir la s^crdtion de 
I'hirudine car ceci pre*sente de nombreux avantages. 

Tout d'abord, la levure sScr&te peu de prolines, ce qui a I'avantage de p rmettre, si on arrive a dirtger 
la s6cr£tion d'une proline titrangere donntie a un haut niveau, d'obtenir dans le milieu de culture un 
s produrt pouvant representer un pourcentage elevti de proteines totales se'cre'tB'es, et done de facilher le 
travail de purification de la proteins recherchee. 

II extste plusieurs prolines ou polypeptides sticrdtes par la levure. Dans tous les cas connus, ces 
prolines sont syntheses sous forme d'un prdcurseur plus long dont la sequence NH2 -terminals est 
decisive pour Centime dans le chemin mdtabolique conduisant k la secretion. 
10 La synthase dans la levure de prolines hybrides contenant la sequence Nhfe -terminate d'un de ces 
pre'eurseurs suivie de la sequence de la proline Strangers peut, dans certains cas. aboutir k la secretion 
de cette proline etrangere. Le fait que cette proteine Strangle sort syrrthe'tisee sous forme d'un 
precurseur, done en general inactif , permet de protegee la cellule contre les effets toxiques eventuels de la 
molecule recherchee, le clivage qui libere la proline active ne se faisant que dans des v£sicules issues de 
rs Tappareil de Golgi qui isolent la proline du cytoplasme. 

L'utilisation des chemins mdtaboliques conduisant k la secretion pour faire produire k la levure une 
proline Strangers a done plusieurs avantages : 

t •) il permet de r6cup6rer dans le sumageant de culture un produit raisonnablement pur ; 
2 • ) il permet de protriger la cellule contre les effets toxiques possibles de la proteine mature. 
20 3*) D'autre part, les proteines secretees peuvent, dans certains cas, subir des modifications (glycosyla- 
tion, sulfatation, etc.). 

C'est pourquoi les blocs d'expression selon I'invention aurorrt plus particulierement la structure suivante 

— Str— Ux— Sc— gene H— 
25 L« code pour une sequence leader necessaire k 

l'excr6tion de la proteine corres pendant au gSne H ; 
Sd est une sequence d'ADN cod ant pour un site de clivage ; en outre, l'6£ment S d -gene H peut etre 
r£p£t6 plusieurs fois. 

On a choisi comme exemple de systeme de secretion celui de la phe^romone alpha, e'est-a-dire 
30 que.dans la sequence prec^dertte, la sequence !_« provient du gene de la phdromone sexueile alpha de 
levure, mais d'autres systemes pourraient etre utilises (par exemple le systeme de la proteine Kilter) (14). 

La phe>omone sexueile a de levure est un peptide de 13 amino-acides (encadres sur la figure 2) qui est 
se*cre*te* dans le milieu de culture par les levures S. cerevisiae de type sexuel Mate. Le facteur a arr§te les 
cellules de type sexuel oppose* (Mala ) en phase G1 et induit des changements biochimiques et morphologi- 
es ques n6cessaires k la copulation des deux types de cellules. Kurjan et Herskowitz (17) ont done* le gfcne 
structural du facteur a et ont d£duit de la sequence de ce gene que ce facteur a de 13 amino-acides £tart 
synthase sous forme d'une pr6-prc-prot£ine precurseur de 165 amino-acides (figure 2). Le precurseur 
corrtierrt une sequence hydrophobe amino-terminaJe de 22 reeidus (soulign6e en potntiltd) suivis d'une 
sequence de 61 amino-acides contenant 3 sites de glycosylate suivis enfin de 4 copies du facteur a. Les 
40 4 copies sont s£ parties par des sequences "spacer" et la proline mature est libtirtie a partir du precurseur 
grace aux activrtds enzymatiques suivarrtes : 

1 •) une endopeptidase de type cathepsin B qui coupe en COOH des dipeptides Lys-Arg (site de 
coupure indiquti par une ffeche grasse) ; 

2') une exopeptidase de type carboxy peptidase B qui coupe les residue bastques en COOH des 
45 peptides excises ; 

3* ) une dipeptidyl-aminopeptidase (dite A) qui enldve les residue Glu-Ala et Asp-Ala. 
La sequence nucieotidique de ce precurseur comporte, en outre, 4 sites de restriction Hind lll indiqutis 
par une fteche H. 

On a realise plusieurs fusions entre le gfene de la phtiromone a et la sequence mature de I'hirudine. Les 
so cellules de levure de type Mata peuvent exprimer ces genes fusionnes. Les prolines hybrides correspon- 
d antes peuvent aiors etre processees grace aux signaux qu'eltes corrtiennent et qui proviennent des 
sequences prd-pro du precurseur de la phtiromone a. On s'attend, par consequent, k recuperet dans le 
sumageant de culture des polypeptides ayant la sequence de I'hirudine. 

Dans une des constructions, la sequence S d comporte k I'extrtimrte* 3' un codon ATG prtictidant le 
55 gene H ; la proline fusionn^e contient done une methionine immtidiatement en amont du premier amino- 
ackJe de la sequence mature de I'hirudine. Ce polypeptide, apres coupure au bromure de cyanogene. 
gtinere une molecule d'hirudine que I'on peut rendre active apres une 6 tape de renaturation. 
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Dans d'autres constructions, lea signaux de coupure nonmalement utilises pour produire la pheromone 
a servant h produire dans le sumageant de culture des polypeptides possedant una activHd anti-thrombine. 
Ceci est le cas iorsque la sequence S d comporte & son extremite* 3' deux codons codant pour Lys-Arg, 
c'est -a-dire AAA ou AAG avec AGA ou AGG ; le polypeptide est coupe par une endopeptidase qui coupe 
s en COOH les dipeptides Lys-Arg, liberant ainsi I'hirudine. 

En particulier, 1'invention concerne des constructions dans lesquelles la sequence prededant le gene de 
I'hirudine code pour Tune des sequences d'amino-acide survants : 

1) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Trp Leu Gin Val Asp Gly Ser Met Hirudine .... 

2) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Hirudine .... 

ro 3) Lys Arg Glu Ala Glu Ala Lys Arg Hirudine ... 

4) Lys Arg Glu Ala Glu Ser Leu Asp Tyr Lys Arg Hirudine... ou 

5) Lys Arg Hirudine... 

II est bien entendu possible de prevoir d'utiliser d'autres sequences qui, au niveau des acides amines, 
sent coupees setectivement par une enzyme, sous reserve que ce site de clivage ne sort pas egalement 
rs present dans i'hirudine elle-meme. 

Errfin, lea blocs depression pourrorrt presenter, apres le gene H, une sequence de terminates de 
levure, par exemple celui du gene PGK. 

De facon gen£rale, les blocs d'expression selon 1'invention pourrorrt etre integres dans une levure, en 
particulier Saccharomyces, sort dans un plasmide h replication autonome, sort dans le chromosome de la 
20 levure. 

Lorsque le plasmide est autonome, ii comportera des Elements assurant sa replication, c'est-&-dire une 
origine de replication telle que celle du plasmide 2u. En outre, le plasmide pourra com porter des e* laments 
de selection tels que le gene URA3 ou LEU2 qui assy rem la complementation de levures ura3~ ou Ieu2"\ 
Ces plasmides peuvent dgatement comporter des 6* laments assurant leur replication dans les bacteries, 
25 lorsque le plasmide doit £tre un plasmide "navette", par exemple une origine de replication telle que celle 
de pBR322, un gene marqueur tel que Amp r et/ou d'autres elements connus de rhomme de metier. 

La piesente invention concerne egalement des souches de levures tran storages par un bloc d'expres- 
sion selon rinvention, sort porte par un plasmide, sort integre dans ses chromosomes. Parmi ces levures, il 
faut crter plus particulierement les levures du genre Saccharomyces , notamment S. cerevjsjae. 
30 Lorsque le promoteur est celui du gene de la pheromone a, la levure sera de preference de type sexual 
Mala. On utilisera, par exemple, une souche de genotype ura3~ ou teu2~ ou autre, complements' par le 
plasmide pour assurer le maintien du plasmide dans la levure par une presskm de selection appropriee. 

Bien qu'il sort possible de preparer I'hirudine par fermentation des souches transformed precedentes 
sur un milieu de culture adapte, par accumulation d'hirudine dans les cellules, il est neanmoins prefdre, 
35 comma ceia ressort de la description precedente, de faire s^creter I'hirudine dans le milieu, sort sous forme 
mature, sort sous forme d'un precurseur qui devra etre process^ in vitro. 

Cette maturation peut se faire en plusieurs etapes. Tout d'abord, il peut §tre necessaire de diver 
certains elements provenant de la traduction de la sequence LoK.ee clivage sera effectue au niveau de la 
sequence correspondent & S<* Comma cola a ete indique piecedemment I'hirudine mature peut Stre 
40 preceded d'une methionine qui sera coupes seiectivement par (e bromure de cyanogens. Ce precede* est 
utilisaWe pares que la sequence codante de I'hirudine ne comprend pas de methionine. 

II est egalement possible de prevoir & I'extremite N le dipeptide Lys-Arg qui est coupe en COOH par 
une endopeptidase specifique ; cette enzyme etant active dans le processus de secretion, on peut done 
obtenir ainsi directement la proline mature dans le milieu. Mais, dans certains cas, il peut §tre necessaire 
45 de prevoir un clivage enzymatique apres secretion en ajoutant une enzyme specifique. 

Dans certains cas, en particulier apres un trartement au bromure de cyanogene, il peut etre necessaire 
de renaturer la proline en recreant les ponts disutfures. Pour ce faire, le peptide est denature, par exemple 
au chlorhydrate de guanidinium, puis renature en presence de glutathion r^duit et oxyde. 
Errfin , rinvention concerne I'hirudine obtenue par les precedes selon rinvention. 
so D'autres caracteVistiques et avantages de ia presents invention apparaltront & la lecture des examples 
ct-apres. 

Sur les figures annexees : 

la figure 1 reprise rrte la sequence nude*otidique du fragment du cADN de I'hirudine donee dans 
pTG 717 ; 

55 la figure 2 represents la sequence nucJeotidique du precurseur de la pheromone sexuelle a ; 
la figure 3 schematise la construction de pTG834 ; 
la figure 4 schematise la construction de pTG880 ; 
la figure 5 schematise la construction de pTG882 ; 
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la figure 6 schematise la construction de M13TG8S2 ; 
la figure 7 schematise la construction de pTG874 ; 
la figur 8 schematise la construction de pTG876 ; 
la figure 9 schematise la construction de pTG881 ; 
5 la figure 10 schematise la construction de pTG886 ; 
la figure 1 1 schematise la construction de pTG897 ; 

la figure 12 represente une eiectrophorese sur gel d'acrylamide des prolines de PM > 1 000 
obtenues dans le milieu apres culture de levures transformers par pTG886 et pTG897 ; 
la figure 13 represente une eiectrophorese sur gel d'acrylamide des prolines de PM > 1 000 
w obtenues dans le milieu apres culture de levures transformees par pTG886 et pTG897 ; 

la figure 14 schematise la construction de pTG1605 ; 

la figure 15 represente une eiectroplhorese sur gel d'acrylamide des protelnes de PM > 1000 
obtenues dans le milieu apres culture de levures transformees par pTG847 et pTG1805 ; 
la figure 15 est un schema comparant les sequences en aminoacides en aval du premier site de 
is clivage (Lys-Arg) dans drfferentes constructions. 

Les sequences d'amino-acides et de nucleotides ne sont pas reprises dans la preeerrte description pour 
ne pas I'alourdir mais en font explicitement parte. 



20 
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Exempte 1 - Construction de pTG822 



Un fragment du cADN de I'hirudine HV-2 a ete extraH d'un gel apres digestion du piasmide pTG717 
avec Pstl puis digenS k la fois par les enzymes Hinf l et Ahalll, L'enzyme Hinfl coupe en aval du premier 
codon de la sequence mature de I'hirudine HV-2. L'enzyme Aha lll coupe environ 30 paires de basesderrie- 
re (3') le codon stop de la sequence de I'hirudine. Le fragment HmfhAhalll ainsi obtenu a ete isoie sur gel 

25 d'agarose puis 6\u6 de ce gel. 

La sequence cod ant pour la proteine nature a ete irrtroduite dans le vecteur pTG880. Le vecteur 
pTGSSO est un derive du vecteur pTG838 (figure 3). Le piasmide pTG838 est iderrtique k pTG833 sauf en 
ce qui concern e le site Bgl ll situe pres du terminateur de transcription duPGK.Ce site a ete supprime par 
Taction de remplissage de la polymerase Kfenow pour donner pTG83& 

30 Le piasmide pTG833 est un piasmide navette levure- E. coli . Ce piasmide a ete concu pour exprimer 
des genes etrangers dans la levure. Les elements de base de ce vecteur (figure 3) sont les survants : le 
gene URA3 comme marqueur de selection dans la levure, I'origine de replication du piasmide 2u de levure, 
le gene de resistance k I'ampicilline et I'origine de replication du piasmide pBR322 d 'E. coli (ces deux 
derniers elements permettant la propagation et la selection de ce piasmide dans le colibacille), la region 

35 flanquante en 5* du gene PGK de levure avec la sequence codarrte de ce gene jusqu'au site Sai l, le 
fragment SaJI-Pyull de pBR322 et le terminateur du gene PGK (20). Ce piasmide a 66fa ete decrrt dans la 
demande de brevet francais n * 84 07125 au nom de la Demanderesse deposes le 9 mai 1984. 

Le piasmide pTGSSO a M construrt k partir de pTG838 (figure 4) par insertion d'une courte region 
poly linker (venant d'un bacteriophage M13) dans pTG838 coupe par EcoRI et Bglll, ce qui permet de placer 

40 une serie de sites de ctonage, dans I'ordre : Bgl ll, Pst l, Hindlll, Bam HI, Smai et EcoRI, immediatement 
apres la region 5' flanquant le gene PGK de levure. L'ADN du piasmide pTG880 a ete digenS avec Bglll et 
Smal, et le grand fragment issu de cette digestion a ete isoie et eiue d'un gel. Le fragment HinfVAhalll de 
pTG717, qui content la majeure partie de la sequence codarrte de rhirudine HV-2 a ete melange avec du 
pTG880 digere en mdme temps que 3 oligonucleotides synthetques (figure 5) destines k reconstituer la 

45 region Nhb-terminale de la sequence de I'hirudine, et qui relient le site Bgl ll du vecteur au site Hinfl du 
fragment contenant rhirudine. Ce melange a ete soumis k un trartement de ligation puis a servi k 
transformer des cellules de E. coli . On a recupere le piasmide pTG882 dans des transformants. 

Ce piasmide a servi k transformer des cellules de levure dans le but de produire de I'hirudine sous le 
contrdle du promoteur PGK. Cependant, on n'a d^cete* aucune activite himdine dans les extraits bruts des 

so cellules transformees avec ce vecteur. La raison de I'absence de production d'hirudine active n'est pas 
encore claire. Toutefois, la construction pTG882 a servi comme source de sequence codarrte d'hirudine 
pour les vecteurs de secretion de levure decrits ct-dessous. 



Exempte 2 - Construction d pTG886 et pTG897 

Tout d'abord, le fragment Bglll-EcoRI (230 bp) de pTG882 contenant la sequence de I'hirudine a ete 
transfer dans I bacteriophage M13mp8 (figure 6) entre les sites BamHI et EcoRI. Ceci a donne le phage 
M13TG882 k partir duquei un fragment EcoRI -Hind lll (environ 245 bp) a pu §tre isoie. Ce fragment corrtient 
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l'int£gr&JH£ de la sequence codante de Thirudine HV-2, le site de fusion Bam Hl/Bglll et des extr^mrt^s 
cohesives (Hind lll-EcoRI) permeltant te clonage dans le vecteur de secretion de levure pTG881 (figure 9). 

Le plasmide pTG881 (10 kb) est un plasmide navette E. coti/ tevure, se repliquant de manure autonome 
k la fois dans E. coll et dans les souches Saccharomyces crevisiae , uvarum et caribergensis . 

s L'introduction de ce plasmide dans E. coli permet d'obtenir la resistance k I'ampicilline (et autres 
antibiotiques de type /Mactame). De plus, ce plasmide porte les g&nes LEU2 et URA3 de levure qui sont 
exprim£s dans les souches de E. coli et de Saccharomyces. Done, la presence de ce plasmide dans E. coli 
ou dans Saccharomyces permet d'obtenir la complementation de souches deTicierrtes en 0-isopropylmalate 
dehydrogenase ou en OMP decarboxylase. 

w Le plasmide pTG881 est construit de la manure suivante : 

Le plasmide de depart est le pTG848 (identique au pTG849 d^crit dans le brevet frangais n * 63 15716 
k i'exception du gene ura3 dont rorientation est inverses), il est constitue des fragments d'ADN suivants 
(figure 7) ; 

1 ') Le fragment EcoRI-Hindlll d'environ 3,3 kb. en provenance du plasmide pJDB207 (18). Le site 
75 Hind lll correspond k la coordonnee 105 du plasmide 2u forme B. le site EcoRI k la coordonnee 2243. 
Dans ce fragment se trouve le gene LEU2 \ns6r6 par extension polyd6soxyad6nila- 
te/polydesoxythymkJilate dans ie site Pstl du fragment du 2u forme B (18). 

2 • ) Le fragment Hindlll du gene URA3 (19). 

3 • ) Le grand fragment EcoRI (coordonnee 0>Sail (coordonnee 650) de pBR322. Dans le site Pyull de ce 
20 fragment a ete inhere le fragment EcoRI -Hind lll (dont les extremes ont prealablement rendues 

tranches par action de la Klenow en presence des 4 nucleotides) de 510 paires de bases et 
correspondant k la fin du g£ne PGK (20). Uextremite EcoRI arasee du gene PGK lorsque joints k 
I'extremite Pyull de pBR322 regenere un site EcoRI. 
4') Le fragment Hindlll-SeJI (2,15 kb) du g&ne PGK (20). 
25 Le plasmide pTG848 a ete coupe par Hindlll, les extremitis des deux fragments ainsi libels sont 
rendues tranches par trartement k la Klenow en presence des 4 desoxyribonucieotides. Les deux fragments 
sont mis en ligation et, avant transformation, ce melange de ligation est soumis k Taction de Hind lll, ce qui 
permet d'etiminer toute forme de plasmide ayant conserve un (ou deux) site Hindlll. On transforms la 
souche E. coli BJ5183 (pyrF) et on seiectionne les transformed pour la resistance k I'ampicilline et pour le 
30 caractere pyr*. On obtient ainsi le plasmide pTG874 (figure 7) ou les deux sites Hindlll sont supprimes, 
rorientation du gdne URA3 donnant lieu k une transcription dans la m£me orientation que celle du gene de 
la phosphoglycerate kinase (PGK). 

Le plasmide pTG874 est coupe par Smal et Sai l, le fragment de 8,6 kb est ensuite isoie k partir d'un 
gel d'agarose. Le plasmide pTG864, qui comprend le fragment EcoRI-Sall (environ 1.4 kb) du g&ne MFa1 
36 clone dans les memes sites de pBR322, est coupe par EcoRI. Las extremrtes du plasmide ainsi linearise 
sont rendues tranches par action de la Klenow en presence des 4 nucleotides. Une digestion par r enzyme 
Sai l est ensuite effectuee et le fragment EcoRI (extrSmrtB* tranche)- Sail correspondant au gene MFal est 
isoie. Ce dernier fragment est mis en ligation avec le morceau Sma l-Sall (8,6 kb) du pTG874 pour donner 
ainsi le plasmide pTG876 (figure 8). 
40 Afin de supprimer le site Bglll proximal de la sequence du promoteur MFa1 , une digestion partielle par 
Bgl ll du plasmide pTG876 a ete survie par Taction de la Klenow en presence des 4 desoxyribonucieotkles. 
Le nouveau plasmide ofatenu, pTG881 (figure 9), permet I'insertion de sequences cod antes etrangeres entre 
le premier site Hind lll du g6ne MFa1 et le site Bglll de la fin du g£ne PGK. 

Lorsque la fusion au site Hind lll de I'ADN codant etranger permet d'obtenir une traduction dans la 
45 me* me phase de lecture, la proteins hybride obtenue comprend les parties p re-pro de la pheromone a. 

Le clonage dans DTG881 du fragment Hind lll-EcoRI qui porte le ge-ne de Thirudine conduit au plasmide 
pTG886 (figure 10). Une fois le clonage realise, on se trouve avec un site Bglll en aval du fragment, ce qui 
permet de ressortir le fragment sous forme Hinft- Bglll, le site Hinf l etam le mime que celui utilise plus haut 
Bgl ll etant unique dans pTG881, il est tres facile de reconstituer I'extremite 5' de la sequence codante de 
so Thirudine en utilisant 3 oligonucleotides reconstituant la sequence 5' de Thirudine et penmettant la lecture 
en phase de la sequence prd-pro de la pheromone a suivie de la sequence mature de I'hirudine. 
Ce nouveau plasmide est appeie pTG897 (figure 11). 

Exempte 3 - Expression de I'hirudine par les levures 

56 

L'ADN de pTG897 a servi k transformer une levure TGY1sp4 ( Mafa , ura3 - 251 - 373 - 328. ho3 - 11- 
15) en ura* selon une technique de& decrite (21). 
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line coionie transformee a to repiquee et a servi a I'ensemencemerrt de 10 ml do milieu minimum 
plus casaminoacides (0,5 %). Apres 20 heures de culture, les cellules ont to centrifuges, le sumageant 
diaJyse' centre de I'eau distill^e et concentre" par evaporation (centrrfugation sous vide). 

En parallele, on a traits de la meme facon une culture de TGY1sp4 transformed par pTG886 et une 
s culture de TGY1sp4 transformee par un plasmide ne portant pas de sequence pour I'hirudine (TGY1sp4 
pTG856). Les culots sees ont to repris dans 50 ul d'eau et 20 ul ont to bouillis en presence de SDS 2,8 
% et mercaptoethanol 100 mM puis de'posee sur un gel d'acrylamide-SDS (15 % acrylamide; 0,1 % SDS) 
(22). Apres fixation et coloration an bleu de Coosmassie, on peut dSceler des polypeptides qui s'accumu- 
lent dans les surnageants des cultures de TGY1sp4/pTG886 et TGY1sp4/pTG897 et qui sont absents dans 
w le sumageant de la culture controls (figure 12). De plus, ces series de peptides supplSmentaires se 
marquent fortement a la cysteine 35 S. comme on peut s'y attendre pour des peptides d'hirudine, cette 
molecule e*tant tres riche en cysteine (figure 10). 

Les electrophoreses presentees dans les figures 12 et 13 ont to realisees comme suit : 

Pour la figure 12, les extrarts ont to prepared de la facon suivante ; 10 ml de milieu minimum (Yeast 
;s Nitrogen Base Difco sans acide amine" (6 t 7 g/l) glucose (10 g/l) supplements en casamino-acides 0,5 %, ont 
to ensemencds avec drfle>entes souches et curtives pendant 20 heures (phase stationnaire). Les cellules 
ont eta* centrifuge es, le sumageant dialyse corrtre de i'eau (minimum de retention : PM 1 000) puts seche* 
par centrrfugation sous vide. Les e'charrtillons sont alors repris avec 50 ul de tampon de charge, dont 20 
sont traites comme dScrrt pre*c6demment et opposes sur gel d'acrylamide-SDS (15 % d'acryiamide, 0,1 % 
20 SDS) (22). 

Les souches utilises sont : 

. ports 2 : TGY1sp4 transforms' par un plasmide ne contenant pas la sequence de i'hirudine (contrdle); 
. puits 3 : TGY1sp4 transform^ par pTG888; 
. puits 4 : TGY1sp4 transforms* par pTG897; 
25 . puits 1 : dans le puits 1 on a depose* les marqueurs de rtorence (LMW KH de Pharmacia; de haut en 
bas ; 94 000, 67 000, 43 000, 30 000, 20 1 00, 14 000). 
Les bandes sont rdvelees par la coloration au bleu de Coomassie R-250. 

Pour la figure 13, les extrarts ont to prdpartis comme suit : 100 ml de milieu minimum + histidine 40 
ug/rnl ont to ensemences avec drfleVentes souches pour des cultures de nuit. Lorsque la densrtd cellulaire 
30 atteint environ 5.10* (phase exponentielle de croissance) 40 ul de cysteine 35 S (9,8 mCi/ml : 1015 
Ci/mmol.) sont ajoutes a chaque culture. Apres 10 minutes, les cellules sont centrrtugees, reprises dans 10 
ml de milieu compiet (30 *C) et incubeea a 30 'C sous agitation. Apres 3 heures, les 10 ml de sumageant 
sont dialyses corrtre de I'eau et concentres jusqu'a un volume de 0,5 ml comme decrit pour la figure 12. 
Environ 35 000 cpm (40 ul) sont deposes sur gel d'acrylamide-SDS (15 % d'aciylamide, 0,1 % SDS). Les 
36 bandes de prolines sont visualises apres fluorographic. 
Les souches utilises sont : 

. puits 2 : TGY1sp4 transform^ par un plasmide ne contenant pas la sequence de I'hirudine; 
. puits 3 : TGY1sp4 transforms' par pTG886; 
. puits 4 : TGY1sp4 transform^ par pTG897; 
40 . puits 1 : dans le puits 1 on a depose* des marqueurs dont les PM sont indiques (xlO 3 ). 

Cependant, quand les surnageants contenant ces polypeptides ont to testes pour leur actrvrtd arrti- 
thrombine, aucune activity n'a pu §tre d^tectee. 

Dans le cas du polypeptide excrto par TGY1sp4 pTG886, on s'attend a ce qu'il subisse les topes 
norm ales de clivage du precurseur de la pheVomone a, ce qui donnerart une molecule d'hirudine allongee 
as de 8 amino-acides a son extremity Nhfe. II n'est done pas etonnant que le polypeptide secret par les 
cellules TGY1sp4 pTG888 ne sort pas actrf. 

Par centre, dans le cas du polypeptide secret par TGY1sp4/pTG897, on s'attend a ce que le 
polypeptide sort iderrtique a la proline naturelle et done actrf. Plusteurs hypotheses peuvent rendre compte 
de ''absence d'activite* : 

so 1 * ) La maturation de la proteine n'est pas totale, il peut roster des residua Glu-Ala en Nhfe comme cela 
a to decrit pour I'EGF (16). 

2 • ) La prtoine n'est pas active car elle n'a pas la bonne conformation ou bien il y a dans le sumageant 
de culture des prolines ou des molecules de PM 1 000 qui inhiberrt l'actrvtte\ 
3*) La proline n'est pas complete pares qu'elle a subi une proteotyse intraceilulaire et/ou extracellulai- 
ss re. 
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Exempte 4 - Activation par coupure au bromure de cyanogene 

Si ia cause de ('absence d'activite est lie* a la presence des amino-acides suppiemerrtaires en Nhfe- 
terminaJ. il devrait etre possible de retrouver de r activity en soumettarrt ie peptide s6cr£t& par 

s TGY1sp4/pTG886 au clivage par le bromure de cyanogene. En effet, ce r^actif est sp^cifique des residus 
methionine et la proteine fusionn^e cod^e par pTG886 ne content qu'une seule methionine. Cette reaction 
a ete effectuee de la manure suivante : des levures contenant sort le plasmide pTGffiB, sort un plasmide 
de contrdle ne comprenarrt pas d'insert hirudine, sont mises en culture dans 10 ml de milieu pendant 24 
heures. A ce moment, la culture atteint une densitd de 7 k 10.107 cellules.ml" 1 . Le sumageant est s6par6 

io des cellules, dialysd intensive me nt contre de I'eau distiliee puis lyophilisd.La poudre s^che est dissoute 
dans 1 ml d'acide formique a 70 % et une aliquote est utilises pour la determination du contenu en 
proteines totales (par la methode de coloration au bleu de Coomassie, avec les nSactrfs vendue par Biorad) ; 
le reste de la preparation est trarte avec 1 ml de solution fratche de bromure de cyanogene a 30 mg/ml 
dans Pactde formique, 70 %. 

rs Aprfcs elimination de roxygfcne par un flux d'azote, les tubes sont incubes dans I'obscurite pendant 4 
heures, a temperature ambiante. Toutes les manipulations en presence de bromure de cyanogene sont 
effectuees avec des precautions appropriees et dans une hotte ventiiee. La reaction de clivage par le 
bromure de cyanogene est arrStee par r addition de 10 volumes d'eau distiliee puis la solution est 
lyophilisee. 

20 Les peptides dives sont redissous dans 10 ml d'eau distiliee, et relyophilises deux fois. Pour terminer, 
les peptides sont dissous dans un petit volume d'eau distiliee et une aliquote est utilises pour mesurer 
I'activite antithrombine. Le reste de rechantillon est lyophilise et soumis aux etapes de renaturation decrites 
plus bas. 

Comme i'activite de P hirudine depend de la presence de ponts disutfures dans la molecule (1), il 
25 sembtait probable que le peptide dive au bromure de cyanogene devrait etre renature correctement pour 
presenter une activity biologique. On a done soumis les peptides dives h une denaturation en GuHCI 5 M 
suivie d'une renaturation, seion un procede connu de I'homme de I'art 

En nlsume, les peptides lyophilises sont dissous dans 400 ul d'hydrochlorure de guanidinium (GuHCI) 
5 M en Tris HCI 250 mM, pH 9,0 ; ensuite on rend la solution 2 mM en glutathion nkluit et 0,2 mM en 
oo glutathion oxyde, dans un volume final de 2,0 ml (la concentration finale est 1,0 M GuHCI et 50 mM Tris). 

Aprds 16 heures d'incubation k 23 • C dans I'obscurite, les echantillons sont dialyses pendant 24 heures 
contre 3 fois 2 I de Tris HCI 50 mM, pH 7,5, NaCI 50 mM, a 23*C, et le dialysat final est clarrfie par 
centrifugation. 

On mesure ensuite I'activite antithrombine des sumageants. Le resuttat de cette experience, pre* sen te 
3$ dans le tableau I, montre dairement une recuperation de I'activite antithrombine dans les sumageants des 
cellules infectees par le plasmide pTG886 alors qu'il n'y a pas d'activite avec le plasmide contrdle. 

TABLEAU I 



ACTIVATE ANTTTH ROMBINE DE8 SURNAGEANTS DE CULTURES DE LEVURES 


Plasmide 


Traitement du sumageant 


Activite U/ml 


Activite specrfique U/mg 
de proteines initiates 


pTG886 


ajaprfcs clivage avant renaturation 
b)apf£s clivage et renaturation 


<0,3 
2,46 


102,5 


contrdle 


a) apr£8 clivage avant renaturation 

b) ajpres clivage et renaturation 


<0,3 
<0,15 


<5,6 



En condusion, des cellules de levures portant un plasmide recombinant peuvent setter un peptide 
ayant I'activite biologique de I'hlrudlne, apres une reaction de divage et renaturation. Ceci indique que la 
presence d'amlno-addes suppiementalres en Nhb -terminal suffirait & expllquer Pabsence d'activite des 
polypeptides presents dans les cultures de TGYisp4/pTG888 et peut-e*tre aussl dans le cas des cultures de 
cc TGY1sp4/pTG897 (queues Glu-Ala). 

55 
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Example 5 - Introduction d'un nouveau site dg coupure juste avgnt [g premier amino-actde de la sequence 
codante de Thirudine HV-2 - plasmide pTG18Q5 

Dans la construction pTG897. il y a un risque que le peptide secret garde des queues Glu-Ala en Nl-fe, 
ce qui expliquerait Tabsence d'activHe" antithrombine de ce materiel. Si cette hypothese correspond a la 
real'rte, il devrait etre possible de recuperet de Tactivite directement dans le surnageant en errant un site de 
coupure entre les residus Glu-Ala et le premier amino-acide de Thirudine HV-2 (Isoleuctne). Ceci a ete 
realise* en ajoutant une sequence codant pour le doublet LysArg, qui est le site de reconnaissance de 
I'endopeptidase impliquee dans la maturation du pr^curseur de la pheVomone (figure 2). La construction a 
6\6 obtenue exactement comme decrit pour le plasmide pTG897, sauf en ce qui concerne la sequence de 2 
oligonucleotides de synthese (figure 14). Le plasmide resultant est appeie pTG1805. Le plasmide a servi a 
transformer la souche TGY1sp4 en ura*. Le materiel secrete* dans le surnageant a ete analyse sur gel 
d'electrophorese comme decrit prec^demment et compart au materiel obtenu avec TGY1sp4/pTG897 
(figure 15). 

Les souches utilises sent : 

. puits 1 : Marqueurs identiques a ceux de la figure 12; 
. puits 2 : TGY1sp4 transforms par pTG897; 
. puits 3 : TGY1sp4 transform^ par pTG1805; 
. puits 4 : controls ne produisant pas d'hirudine. 

Les polypeptides sp^cifique de la souche TGY1sp4/pTG1805 migrent plus lentement que ceux 
specifiques de la souche TGY1sp4/pTG897. Ce rdsultat suggere que le nouveau site de clivage n'est pas 
utilise* efficacement par I'endopeptidase correspondant N^artmoins, le dosage de Thirudine dans le 
surnageant par activite* biologique revele qu'une faible partie de ce materiel est actif , contrairement a ce qui 
est obtenu avec les cultures de TGY1sp4/pTG897, ctairement inactif (tableau II). 

TABLEAU II 



ACTIVITE ANTITHROMBINE DES SURNAGEANTS DE CULTURES DE LEVURES (10 ml) 


Plasmide 


Activity specifique UAng 


Activity totaleU (10 ml) 


pTG856 


non detectable 




pTG887 


non detectable 




PTG1805 


21 


2,0 



Exempte 6 - Nouvetle construction impliquant un nouveau site de coupure plus efficace permettant la 
liberation de Thirudine mature 

Dans la construction pr6c£dente (pTGB97). on n'a obtenu que peu d'activite" hirudine dans le surna- 
geant, vraisemblabtement parce que le deuxieme site de clivage destine a Iitx4rer de Thirudine mature est 
reconnu avec peu d'efficactt6. On a done realise une nouvelle construction destines a rendre ce site 
additionnei de clivage plus susceptible a I'endopeptidase en lui ajoutant, en amont une sequence des 3 
acides amines Ser Leu Asp qui est naturellement prfsente en amont du premier doublet LysArg (figures 2 
et 16). 

La technique utilises est la me me que ceile c^crrte precedemment sauf en ce qui concerne les 
oligonucleotides dont les sequences sont reporters ct-apres : 



2 6 -me re 15-raere 
5 1 -A6CTTCTTTG^AAAA6AATTACG^^TACAGACTGCACAG , 

t AGAAACCTATTTTCnAATGCATATGTCTGACGTGTCnA ! 
40-mere 
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La sequence en amino-acides dans la region du clivage est reported figure 13. Le plasmide correspon- 
dant est appele* pTG1818 et ne d'rffere de pTG1805 que par I'insertion dea nucleotides 5'-TTG GAT AAA 
correspondent aux codons Ser-Leu-Asp. 

I'activite* dosee dans les surnageants des cultures TGY1sp4 pTGl818 suivant les conditions standards 
5 6e\k d£c rites est d'environ 200 unrtds pour 10 ml de culture, sort environ 100 fois supgrieure k celte trouvSe 
dans Texemple precedent II est h noter que !e dosage peut se faire avec 10 ul de milieu de culture non 
concentre. 

Exempte 7 - Construction aboutissant k la synthase d'un prfcurggur dSpourvu de sequences Glu-Ala-Glu- 
w Ala 

Dans lea deux exemples precedents, on a montre que ('addition d'un nouveau site Lys Arg juste en 
amont du c£but de la sequence mature de I'himdine permettart de libSrer du materiel actif dans le 
surnageant Ce pendant, dans ces exemples, si la coupure du precurseur se fait au premier site Lys Arg 
75 (distal par rapport au debut de la sequence mature), on peut obtenir dans le milieu de culture un 
contaminant plus lourd, inactif, correspondant k des chathes d'hirudine allongees k I'extrSmitS Nhfe. Ceci 
est paraculierement clair dans le cas des cultures TGY1sp4 pTG1805 ou le contaminant inactif est 
majoritaire. Cela reste egalement plausible dans le cas des cultures TGY1sp4 pTG1818 oD le contaminant 
inactif n'est pas majoritaire mais pourraTt itre present, com me d^crrt par d'autres dans le cas de I'EGF (15). 
20 Pour evrter cette perte de rendement que represente la synthase de materiel inactif, on a decide* de 
proceder k une nouvelle construction, celle-ci aboutissant k la synthase d'un precurseur qui ne ditffcre de 
celui synthetise par les cellules TGY1sp4 pTG897 que par P absence de la sequence Glu Ala Glu Ala, entre 
le site de coupure Lys Arg et le premier amino-acide de la sequence mature de I'hirudine. 

Les souches sutvantes ont ete deposees k la Collection Nationaie de Cultures de Microorganismes 
25 (CNCM) de riNSTITUT PASTEUR, 28 rue du Docteur-Roux, PARIS 15&me, le 30 avril 1985 : 

. TGY1sp4 pTG1818 : Saccharomyces cerevisiae, souche TGY1sp4 (Mater ura3-2S1 -373-328-his 3-11- 

15) transformee en ura + par un plasmide pTG1818 ; De"p6t n* I 441. 
. TGY1sp4 pTG888 ; Saccharomyces cerevisiae, souche TGY1sp4 (Mats ura3-251 -373-328-hts 3-11- 
15) transformee en ura + par un plasmide pTG888 ; Depdt n * I 442. 

30 
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Revendlcattona 

Revendications pour les Etats contra eta nts sulvants : BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

ro 1. Levure transformed par un bloc fonctionnel d'ADN. irrtegrd dans un plasmide comportant urte origine de 
replication dans la levure, ou Integra dans un chromosome de ladite levure, caract£ris6e en ce que ledrt 
bloc comporte au moins : 

- une sequence d'ADN codant pour I'hirudine, I'un de ses variants ou un prdcurseur de ceux-ci 
(gene H), 

is - une sequence leader (Ux) comportant les 6timents necessai res pour obtenir rexcrdtion du 

produit du gene, 

- une sequence d'ADN (S tr ) comportant les stgnaux assurant la transcription du g&ne H par la 
levure. 

20 2. Levure transformed selon la revendication 1, caracteVisee en ce que ledrt bloc fonctionnel comporte au 
moins les sequences suivantes, deputs rextrdmitf 5' jusqu'a I'extn3mit6 3' : 

- une sequence (S 1r ) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la levure, 

- une sequence leader (1^) comportant les Omenta necessaires pour obtenir I'excretion du 
produit du gene. 

25 - le g&ne codant pour I'hirudine, Tun de ses variants ou un pr&urseur de ceux-ci, 

- le gene codant pour I'hirudine ou Tun de ses variants ou precurseurs de ceux-ci prdcddd d'un 
site de divage S d . 

3. Levure selon Tune des revendications 1 et 2, caractSrisee en ce que la sequence est celle de la 
30 ph^romone sexuelte alpha de levure. 

4. Levure selon Tune des revendications 1 k 3, caractirisde en ce que la sequence leader comporte le 
fragment pre* de la phdromone sexuelle alpha de levure. 

35 5. Levure selon I'une des revendications 1 & 4, caractdrisde en ce que le bloc comporte la sequence prd- 
pro de la pheVomone sexuelle alpha de levure a I'extrtfmrtf 5* du gdne H. 

6. Levure seton Tune des revendications 1 h 5, caract£ris6e en ce que le gene H est suivi d'une sequence 
de terminateur de levure. 

40 

7. Levure selon la revendication 6, caract£risde en ce que la sequence de terminateur de levure est celle 
du gene PGK. 

a Levure selon I'une des revendications 1 & 7, caractdrisde en ce que le site de divage est le dipeptide 
45 Lys-Arg. 

9. Levure selon I'une des revendications 1 k 7, caract6ris6e en ce que le Moc fonctionnel est int£gr6 dans 
un plasmide comportant au moins une origine de replication dans les levures. 

so 10. Levure selon la revendication 9, caractfrisde en ce que I'origine de replication est celle du plasmide 
2tt. 

11. Levure seton I'une des revendications 9 et 10, caracte>isee en ce que le plasmide comporte, en outre, 
un caractere de selection. 

55 

12. Levure seton la revendication 11, caract£ris6e en ce que le caractere de selection est donn6 par le 
gene URA3. 
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13b Levure salon Tune des revendications 1 a 12, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une levure du genre 
Saccharomyces . 

14. Levure selon la revendication 13, caracteiisee en ce qu'elle presente le type sexuel Matalpha . 

5 

15. Levure selon I'une des revendications 12 a 14, caracterisee en ce qu'il s'agrt d'une souche de S. 
cerevisiae . 

16. Precede de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure selon I'une des revendications 1 k 15 
ro sur un milieu de culture et recuperation de rhirudine produrte dans le milieu de culture. 

17. Proceed de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure, caracterise* en ce que : 

a) on cultive sur un milieu de culture une souche de levure comportant un bloc fonctionnel d'ADN 
port6 par un plasmide ou integre dans un chromosome de ladfte levure, caracterise en ce qu'il 

76 comporte au moins la sequence : 

-~S tr — L«— Sci— gene H— ter 

. S tr est une sequence d'ADN comportant lee signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure, 

. Lqc est une sequence leader permettant d'obtenir I'excretion de rhirudine mature ou sous 
20 forme d'un precurseur de rhirudine maturable in vitro, 

. S d est un signal d'ADN codant pour un site de ciivage choisi parmi ATG et lea sequences 
cod ant pour Lys-Arg ; 

b) on recupere I'hirudine produrte dans le milieu de culture sous forme mature ou sous forme d'un 
precurseur de rhirudine maturable in vitro. 

25 

1& Proc&ie selon la revendication 17, caracterise en ce que la sequence S^-gene H comporte une 
sequence codant pour la sequence Lys-Arg-lle-Thr. 

19. Circuit sanguin extracorporal, caracterise en ce qu'au moins une partie du circuit en contact avec le 
30 sang presente une surface neutre d'hirudine obtenue par un procede selon I'une des revendications 15 

a 18. 

20. Composition anticoagulants, caracterisee en ce qu'elle comporte des tevures selon I'une des revendica- 
tions 1 a 15 a titre d'agent librant de rhirudine. 

35 

21. Composition pour la visualisation de la formation d'un caillot sanguin, caractertsee en ce qu'elle est 
constituee par de rhirudine marquee obtenue par un precede selon I'une des revendications 15 a 1a 

Revendications pour I'Etat corttractant sutvant : AT 

40 

1. Procede de preparation d'une levure transformer, caracteiisee en ce que ladrte levure eat transfonmee 
par un Woe fonctionnel d'ADN, integre dans un plasmide comportant une origine de replication dans la 
levure, ou integre dans un chromosome de ladrte levure, ledit bloc comportant au moins : 

- une sequence d'ADN codant pour rhirudine, I'un de ses variants ou un precurseur de ceux-ci 
45 (gene H), 

- une sequence leader (L^J comportant lea elements necessaires pour obtenir I'excretion du 
produit du gene, 

- une sequence d'ADN (St,) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure. 

so 

2. Procede selon la revendication 1, caracterisee en ce que ledit bloc fonctionnel comporte au moins les 
sequences suivantes, depuid rextremite 5' jusqu'a I'extremite 3' : 

- une sequence (Str) comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la levure, 

- une sequence leader (UJ comportant led elements necessaires pour otrtenir I'excretion du 
55 produit du gene, 

- le gene codant pour rhirudine, I'un d ses variants ou un precurseur de ceux-ci, 

- le gene codant pour rhirudine ou I'un de ses variants ou precurseurs de ceux-ci precede d'un 
site de ciivage S d . 
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3. Precede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en c que la sequence L« est cells de la 
phe>omone sexuelle alpha de levure. 

4. Proce^ selon Tun des revendications 1 & 3, caracterise en ce que la sequence leader comporte le 
5 fragment pre de ta pheVomone sexuelle alpha de levure. 

5. Proceed selon Tune des revendications 1 h 4, caracterise en ce que le bloc comporte la sequence pr£- 
pro de la pheVomone sexuelle alpha de levure & I'extrtimitg 5' du gene hi 

ro 6. Proced6 selon Tune des revendications 1 k 5, caracterise en ce que le gene H est survi d'une 
sequence de terminateur de levure. 

7. Precede seion la revendication 6, caract6rise en ce que la sequence de terminateur de levure est celle 
du gene PGK. 

re 

8. Proceed selon Tune des revendications 1 k 7, caracteVise" en ce que le site de clivage est le dipeptide 
Lys-Arg. 

9. Proceed selon Tune des revendications 1 h 7, caracterise en ce que le bloc fbnctionnel est integre* 
20 dans un plasmide comportant au moins une origine de replication dans les levures. 

10. Proceed selon la revendication 9, caracterise en ce que I'origine de replication est celle du plasmide 
2u. 

25 11. Proceeds selon Tune des revendications 9 et 10, caracterise en ce que le plasmide comporte. en outre, 
un caractere de selection. 

12. Process selon la revendication 11, caracterise en ce que le caractere de selection est donne* par le 
gene URA3. 

30 

13L Procede selon rune des revendications 1 h 12, caracterise en ce qu'il s'agrt d'une levure du genre 
Saccharomyces . 

14. Procede selon la revendications 13, caracterise* en ce qu'il presertte le type sexuel Matalpha. 

15. Proceed selon rune des revendications 12 & 14, caractense* en ce qu'il s'agrt d'une souche de S. 
cerevisiae . 

16. Procede de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure selon I'une des revendications 1 & 15 
40 sur un milieu de culture et recuperation de rhirudine produrte dans le milieu de culture. 

17. Proceed de preparation d'hirudine par fermentation d'une levure, caracterise en ce que : 

a) on cultive sur un milieu de culture une souche de levure comportant un bloc fonctionnel d'AON 
porte par un plasmide ou integre dans un chromosome de ladite levure, caracterise en ce qu'il 

45 comporte au moins la sequence : 

—St,— L«— Sd — gene H— ter 

. St, est une sequence d'ADN comportant les signaux assurant la transcription du gene H par la 
levure 

. est une sequence leader permettartt d'obtenir rexcretion de rhirudine mature ou sous 
so forme d'un pre*curseur de rhirudine maturable in vitro, 

. S d est un signal d'ADN cod ant pour un site de clivage choisi parmi ATG et les sequences 
cod ant pour Lys-Arg ; 

b) on recupere rhirudine produite dans le milieu de culture sous forme mature ou sous forme d'un 
precurseur de I'hirudine maturable in vitro. 

ss 

18l Procede selon la revendication 17, caracterise en ce que la sequence Sorgene H comporte une 
sequence codarrt pour la sequence Lys-Arg-lle-Thr. 
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19. Utilisation de I'hirudine obtenue par I proce'de' des revendicationa 15 k 18 pour preparer un circuit 
sanguin extracorporel, caracteVise* en c qu'au moins une parte du circuit en contact avec I sang 
pr&ertte une surface neutre de ladrte hirudine. 

s 20. Utilisation d'une levure seton Tune des revendications 1 & 15 & titre d'agent libelant de i'hirudine pour 
la preparation d'une composition anticoagulante. 

21. Utilisation de I'hirudine marquee obtenue par un proce'de' seton Tune des revendications 15 h 18 pour 
ia preparation d'une composition pour la visualisation de la formation d'un caillot sanguin. 

w 

Claims 

Claims for the following Contracting States : BE, CH, DE, FR, C®, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Yeast transformed by a functional DNA btock integrated in a plasmid containing an origin of replication 
75 in yeast, or integrated in a chromosome of the said yeast, characterized in that the said block contains 

at least 

- a DNA sequence coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these (H gene). 

- a leader sequence (UJ containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

20 - a DNA sequence (S, r ) containing the signals which provide for transcription of the H gene by 

yeast 

2. Transformed yeast according to Claim 1 , characterized in that the said functional block contains at least 
the following sequences, from the 5' end to the 3' end: 

25 - a sequence ($») containing the signals which provide for transcription of the H gene by yeast, 

- a leader sequence (U*) containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

- the gene coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these, 

- the gene coding for hirudin or one of its variants or precursors of these, preceded by a cleavage 
30 site Srf. 

a Yeast according to either of Claims 1 and 2, characterized in that the sequence U, is that of the alpha 
sex pheromone of yeast 

as 4. Yeast according to one of Claims 1 to 3, characterized in that the leader sequence contains the pre 
fragment of the alpha sex pheromone of yeast. 

5. Yeast according to one of Claims 1 to 4, characterized in that the block contains the prepro sequence 
of the alpha sex pheromone of yeast at the 5' end of the H gene. 

40 

& Yeast according to one of Claims 1 to 5, characterized in that the H gene is followed by a yeast 
terminator sequence. 

7. Yeast according to Claim 6, characterized in that the yeast terminator sequence is thai of the PGK 
45 gene. 

a Yeast according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the cleavage site is the dipeptide Lys- 
Arg. 

so a Yeast according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the functional block is integrated in a 
plasmid containing at least one origin of replication in yeasts. 

10. Yeast according to Claim 9, characterized in that the origin of replication is that of the 2u plasmid. 

55 11. Yeast according to one of Claims 9 and 10, characterized in that the plasmid contains, in addition, a 
selectable character. 

12. Yeast according to Claim 11, characterized in that the selectable character is given by the URA3 gene. 
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1a Yeast according to one of Claims 1 to 12, characterized in that tt ts a yeast of the genus Sao 
charomyces . 

14. Yeast according to Claim 13, characterized in that it possesses the Mat alpha mating type. 

5 

15. Yeast according to one of Claims 12 to 14, characterized in that it is a strain of S. cerevisiae . 

16. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast according to one of Claims 1 to 15 in a culture 
medium and recovery of the hirudin produced in the culture medium. 

10 

17. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast, characterized in that: 

a) a yeast strain containing a functional DMA block carried by a plasmid or integrated in a 
chromosome of the said yeast is cultured in a culture medium, characterized in that the DMA block 
contains at least the sequence: 

15 — Str- L„— Sd—H gene— ter 

• S tr is a DNA sequence containing the signals which provide for transcription of the H gene by 
yeast, 

• La, is a leader sequence enabling the excretion of hirudin, mature or in the form of a hirudin 
precursor which can be matured in vitro, to be obtained, 

20 • Sd is a DNA signal coding for a cleavage site chosen from ATG and the sequences coding for 

Lys-Arg; 

b) the hirudin produced is recovered in the culture medium in mature form or in the form of a hirudin 
precursor which can be matured in vitro. 

25 1a Process according to Claim 17, characterized in that the sequence S^-H gene contains a sequence 
coding for the sequence Lys-Arg-lle-Thr. 

19. Extracorporeal blood circuit, characterized in that at least part of the circuit in contact with the blood 
possesses a neutral surface of hirudin obtained by a process according to one of Claims 16 to 18. 

30 

20. Anticoagulant composition, characterized in that it contains yeasts according to one of Claims 1 to 15 
as an agent which liberates hirudin. 

21. Composition for visualizing the formation of a blood clot characterized in that H consists of labelled 
36 hirudin obtained by a process according to one of Claims 18 to 18. 

Claims for the following Contracting State : AT 

1. Process for preparing a transformed yeast, characterized in that the said yeast is transformed by a 
40 functional DNA block integrated in a plasmid containing an origin of replication in yeast, or integrated in 

a chromosome of the said yeast, the said block containing at least 

- a DNA sequence coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these (H gene), 

• a leader sequence (UJ containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

45 - a DNA sequence (S, r ) containing the signals which provide for transcription of the H gene by 

yeast. 

2. Process according to Claim 1, characterized in that the said functional block contains at least the 
following sequences, from the 5' end to the 3' end: 

so - a sequence (St r ) containing the signals which provide for transcription of the H gene by yeast, 

- a leader sequence (UO containing the elements required for obtaining excretion of the gene 
product, 

- the gene coding for hirudin, one of its variants or a precursor of these, 

- the gene coding for hirudin or one of Hs variants or precursors of these, preceded by a cleavage 
55 site Sd. 

3b Process according to either of Claims 1 and 2, characterized in that the sequence L« is that of the 
alpha sex pheromone of yeast 



17 



EP 0 200 656 B1 



4. Process according to one of Claims 1 to 3, characterized in that the leader sequence contains the pre 
fragment of the alpha sex pheromone of yeast. 

5. Process according to one of Claims 1 to 4, characterized in that the block contains the prepro 
s sequence of the alpha sex pheromone of yeast at the 5' end of the H gene. 

& Process according to one of Claims 1 to 5, characterized in that the H gene is followed by a yeast 
terminator sequence. 

to 7. Process according to Claim 6, characterized in that the yeast terminator sequence is that of the PGK 
gene. 

a Process according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the cleavage site is the dipeptide Lys- 
Arg. 

76 

9. Process according to one of Claims 1 to 7, characterized in that the functional block is integrated in a 
plasmid containing at least one origin of replication in yeasts. 

10. Process according to Claim 9, characterized in that the origin of replication is that of the 2u plasmid. 

20 

11. Process according to one of Claims 9 and 10, characterized in that the plasmid contains, in addition, a 
selectable character. 

12. Process according to Claim 11, characterized in that the selectable character is given by the URA3 
25 gene. 

1& Process according to one of Claims 1 to 12, characterized in that the yeast in question is of the genus 
Saccharomyces . 

30 14. Process according to Claim 13, characterized in that the yeast possesses the Matalpha mating type. 

15. Process according to one of Claims 12 to 14, characterized in that the yeast in question is a strain of S. 
cerevisiae . 

35 16. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast according to one of Claims 1 to 15 in a culture 
medium and recovery of the hirudin produced in the culture medium. 

17. Process for preparing hirudin by fermentation of a yeast, characterized in that 

a) a yeast strain containing a functional DNA block carried by a plasmid or integrated in a 
40 chromosome of the said yeast is cultured in a culture medium, characterized in that the DNA block 

contains at least the sequence: 
—Str- Lor-SoT-H gene— ter 

• St, is a DNA sequence containing the signals which provide for transcription of the H gene by 
yeast 

45 • 1^ is a leader sequence enabling the excretion of hirudin, mature or in the form of a hirudin 

precursor which can be matured in vitro, to be obtained, 

• Soi is a DNA signal coding for a cleavage site chosen from ATG and the sequences coding for 
Lys-Arg; 

b) the hirudin produced is recovered in the culture medium in mature form or in the form of a hirudin 
60 precursor which can be matured in vitro. 

1a Process according to Claim 17, characterized in that the sequence Sd-H gene contains a sequence 
coding for the sequence Lys-Arg-lle-TTir. 

65 19. Use of hirudin obtained by the process of Claims 15 to 18 for preparing an extracorporeal blood circuit 
characterized in that at least part of the circuit in contact with the blood possesses a neutral surface of 
the said hirudin. 
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20. Use of a yeast according to one of Claims 1 to 15 as an agent which liberates hirudin for the 
preparation of an anticoagulant composition. 

21. Use of labelled hirudin obtained by a process according to one of Claims 15 to 18 for the preparation of 
5 a composition for visualizing the formation of a blood clot. 

PetentansprUche 

PatentansprUche fur folgend© Vertragsstaeten : BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

w 1. Hefe, die transformiert worden ist durch einen funktionellen DNA-Block. der integriert ist in ein Plasmid. 
das einen Replikationsursprung in der Hefe aufweist, Oder integriert ist in ein Chromosom der 
genannten Hefe, dadurch gekennzeichnet, dafl der genannte Block umfaBt mindestens: 

- eine DNA-Sequenz, die fUr Hirudin, eine seiner Varianten Oder einen VorlSufer desselben (Gen H) 
codiert, 

is - eine Leader-Sequenz (U*), welche die fQr die Erzielung der Exkretion des Produkts des Gens 

erfordertichen Elements aufweist, und 

- eine DNA-Sequenz (St r ), welche die Signale aufweist, welche die Transkription des Gens H durch 
die Hefe gewShiieisten. 

20 2. Transformierte Hefe nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl der genannte funktionelle Block ab 
dem 5'-Ende bis zu dem 3*-Ende mindestens die folgenden Sequenzen aufweist: 

- eine Sequenz (Str), welche die Signale aufweist welche die Transkription des Gens H durch die 
Hefe gewihrteisten, 

- eine Leader-Sequenz (Lex), welche die fQr die Erzielung der Exkretion des Produkts des Gens 
25 erfordertichen Elemente aufweist, 

- das Gen, das fQr Hirudin, eine seiner Varianten Oder einen Vorla'ufer desselben codiert und 

- das Gen, das fUr Hirudin Oder eine seiner Varianten Oder Vortfiufer desselben codiert dem eine 
Schnittsteile S d vorausgeht 

30 3. Hefe nach einem der AnsprQche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz diejenige des 
a-Sexual-Pheromons von Hefe ist. 

4. Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet dafl die Leader-Sequenz das 
Fragment ("pre" des a-Sexual-Pheromons von Hefe umfaflt. 

36 

5. Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet daB der Block die Sequenz pre-pro 
des a-Sexual-Pherornons von Hefe an dem S'-Ende des Gens H aufweist. 

6. Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet daB auf das Gen H eine Terminator- 
40 Sequenz von Hefe folgt 

7. Hefe nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Terminator-Sequenz von Hefe diejenige des 
Gens PGK ist / 

45 a Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Schnittsteile (Spaltungsstel- 
le) das DipeptkJ Lys-Arg ist. 

9. Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB der funktionelle Block in ein 
Plasmid integriert ist, das mindestens einen Replikationsursprung in den Hefen aufweist 

so 

10. Hefe nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB der Replikationsursprung derjenige des Plasmids 
2uist 

11. Hefe nach einem der AnsprQche 9 und 10, dadurch gekennzeichnet daB das Plasmid auBerdem einen 
55 Selektionscharakter aufweist 

12. Hefe nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB der Selektionscharakter durch das Gen URA3 
gegeben ist 
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13L Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 12. dadurch gekennzeichnet dafl es sich dabei urn sine Hefe 
des Genus Saccharomyces handeft. 

14. Hefe nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet dafl sie den SexuaJ-Typ MataJpha darstelH. 

s 

15. Hefe nach einem der AnsprQche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, da8 es stch dabei um einen 
Stamm von S. cerevisiae handelt. 

16. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 
w 15 auf einem Kutturmedium und Gewinnung (Abtrennung) des in dem Kutturmedium gebildeten 

Hirudins. 

17. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe, dadurch gekennzeichnet daB 
man: 

is a) einen Hefe-Stamm, der einen funktionellen DNA-Block aufweist, der von einem Plasmid getragen 

wird Oder integriert ist in ein Chromosom der genannten Hefe, auf einem Kutturmedium kuftiviert 
wobet die Hefe dadurch charakterisiert ist, dad sie mindestens die Sequenz aufweist 
—S, r — U,,— Soi—Gen H— ter in der: 

. S tr steht fUr eine DNA-Sequenz, welche die Signale aufweist, welche die Transkription des 
20 Gens H durch die Hefe gewahrteisten, 

. Lex steht fQr eine Leader-Sequenz, welche die Erzielung der Exkretion von rertem Hirudin Oder 

in Form eines in vitro reifungsfShigen VorlSufers des Hirudins erlaubt 
. Sd steht fQr ein DNA-Signal, das fUr eine Schnittstelle codiert, die ausgewdhlt wird aus ATG 
und den Sequenzen, die fQr Lys-Arg codteren; und 
25 b) das in dem Kutturmedium gebildete Hirudin in rerfer Form Oder in Form eines in vitro reifungsfShi- 

gen Hirudinvorl§ufers gewinnt (abtrennt). 

1a. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet daB die Sequenz SorGen H eine Sequenz 
aufweist, die fUr die Sequenz Lys-Arg-lle-Thr codiert 

30 

19. Extrakorporaler Blutkreislauf, dadurch gekennzeichnet daB mindestens ein Toil des Kreistaufes, der mrt 
dem Blut in Korrtakt steht eine neutrale Hirudin-OberflSche aufweist die durch ein Verfahren nach 
einem der AnsprQche 15 bis 18 erhahen worden ist 

35 20. Antikoaguians-Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, daB sie Hefen nach einem der AnsprQche 
1 bis 15 aJs Mrttet enthfilt das Hirudin freisetzt. 

21. Zusammensetzung zur Sichtbarmachung der Bildung eines Blutgerinnsels, dadurch gekennzeichnet 
daB sie aus dem marfderten Hirudin besteht das nach einem Verfahren nach einem der AnsprQche 15 
40 bis 18 erhatten worden ist. 

PatsntanaprUcha lUr folgenden Vertragsstaat ; AT 

1. Verfahren zur Herstellung einer transform ierten Hefe, dadurch gekennzeichnet, daB die genanne Hefe 
4S transformiert wird durch einen funktionellen DNA-Block, der integriert ist in ein Plasmid, das einen 
Replikationsursprung in der Hefe aufweist Oder integriert ist in ein Chromosom der genannten Hefe, 
wobei der genannte Block umfaBt mindestens: 

- eine DNA-Sequenz, die fUr Hirudin, eine seiner Varianten Oder einen Vorftufer desselben (Gen H) 
codiert, 

so - eine Leader-Sequenz (UJ, welche die fQr die Erzielung der Exkretion des Produkts des Gens 

erfordertichen Elemente aufweist, und 

- eine DNA-Sequenz (St r ), welche die Signale aufweist, welche die Transkription des Gens H durch 
die Hefe gewahrteisten. 

55 Z Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB der genannte funktionelle Block ab dem 5'- 
Ende bis zu dem 3-Ende mindestens die folgenden Sequenzen aufweist 

- eine Sequenz (St,), welche die Signale aufweist welche die Transkription des Gens H durch die 
Hefe gew9hdeisten, 

20 
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- eine Leader-Sequenz (UJ. welche die fOr die Erzielung der Exkretion des Prcdukts des Gens 
erforderlichen Eiem nte aufweist, 

- das Gen, das fQr Hirudin, eine seiner Varianten der einen Vorla'ufer desseiben codiert, und 

- das Gen, das fUr Hirudin Oder eine seiner Varianten Oder Vorl&ufer desseiben codiert dem ein 
5 Schnittstelle S d vorausgeht 

3. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet daB die Sequenz Lex diejenige 
des a-Sexual-Pheromons von Hefe ist 

w 4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3. dadurch gekennzetchnet daB die Leader-Sequenz das 
Fragment "pre" des a- Sexual- Pheromons von Hefe umfaBt. 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4. dadurch gekennzetchnet, daB der Block die Sequenz pre- 
pro des cr-SexuaFPheromons von Hefe an dem 5-Ende des Gens H aufweist 

is 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi auf das Gen H eine 
Terminator-Sequenz von Hefe folgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Terminator-Sequenz von Hefe diejenige 
20 des Gens PGK ist. 

8. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Schnittstelle (Spal- 
tungsstelle) das Dipeptid Lys-Arg ist. 

25 9. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB der funktionelle Block in 
ein Plasmid integriert wird, das mindestens einen Replikationsursprung in den Hefen aufweist 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzetchnet daB der Replikationsursprung derjenige des 
Plasmids 2 u ist. 

30 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 9 und 10, dadurch gekennzeichnet, daB das Plasmid auBerdem 
einen Selektionscharakter aufweist 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB der Selektionscharakter durch das Gen 
35 URA3 gegeben ist. 

ia Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es sich dabei urn eine 
Hefe des Genus Saccharomyces handelt 

40 14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet daB ste den SexuaKTyp MataJpha darstellt. 

15. Verfahren nach einem der AnsprUche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet dafi es sich dabei urn einen 
Stamm von S. cerevisiae handelt. 

45 16. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe nach einem der AnsprQche 1 bis 
15 auf einem Kufturmedium und Gewinnung (Abtrennung) des in dem Kulturmedium gebildeten 
Hirudins. 

17. Verfahren zur Herstellung von Hirudin durch Fermentation einer Hefe, dadurch gekennzetchnet daB 
so man 

a) einen Hefe-Stamm, der einen funktionellen DMA-Block aufweist, der von einem Plasmid getragen 
wird Oder integriert ist in ein Chromosom der genannten Hefe. auf einem Kulturmedium kuttiviert 
wobei die Hefe dadurch charakteristert ist, daB sie mindestens die Sequenz aufweist 
— St r — Uk— Sd—Gen H— ter in der: 
55 . St, steht fUr eine DNA-Sequenz. welche die Signale aufweist, welche die Transkription des 

Gens H durch die Hefe gewihrleisten. 
. la steht fQr eine L ader-Sequenz, welche die Erzielung der Exkretion von reifem Hirudin Oder 
in Form eines in vitro reifungsfShigen Vorlfiufers des Hirudins erlaubt und 
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. S d stent fQr ein DNA-SignaJ, das fUr eine Schnittstelte codiert, die ausgewShtt wird aus ATG 
und den Sequenzen, die fQr Lys-Arg codieren; und 
b) das in dem Kulturmedium gebildete Hirudin in reifer Form Oder in Form eines in vitro reifungsfShi- 
gen Hirudinvoriaufers gewinnt (abtrennt). 

s 

1& Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet daB die Sequenz S^-Gen H eine Sequenz 
aufweist, die fUr die Sequenz Lys-Arg-lte-Thr codiert. 

19. Verwendung des nach dem Verfahren der AnsprUche 15 bis 18 erhaltenen Hirudins zur Herstellung 
ro eines extrakorporalen Blutkreislaufes. dadurch gekennzeichnet. dafl mindestens ein Teil des Kreislau- 

fes, der mrt dem B!u1 in Kontakt stent, eine neutraJe Hirudin-Oberfliche aufweist. 

20. Verwendung einer Hefe nach einem der AnsprUche 1 bis 15 als Mittel, das Hirudin fretsetzt, zur 
Herstellung einer Antikoagulans-Zusammensetzung. 



76 



20 



25 



30 



40 



21. Verwendung des nach einem Verfahren nach einem der AnsprUche 15 bis 18 erhaltenen markierten 
Hirudins zur Herstellung einer Zusammensetzung fQr die Sichtbarmachung der Bildung eines Blutge- 
rinnsels. 
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1 21 

a) CCA ATC TCC GTG TCT CAA GCA 

b) Ala He Cys Val Ser 61 n Ala 



Hinf I 

I 



22 V 66 

a) ATT ACT TAC ACT CAT T6T ACA GAATCG 6GT CAA AAT TTG TGC CTC 

b> lie Thr Tyr Thr Asp Cys Thr Glu Ser Gly Gin Aan Leu Cys Leu 

c> Val Val 



67 111 
TGC GAG 66A AGC AAT OTT TGC GGT AAA GGC AAT AAG 7GC ATA TTG 

Cys Glu Gly Smr Aan Val Cya Gly Lys Gly Aan Lya Cys He Leu 

24 

6ln 



112 t56 
GST TCT AAT GGA AAO OGC AAC CAA TGT GTC ACT GGC GAA GGT ACA 

.31 - . - ^5 



Gfy Ser Aan Gly Lya Gly Aan Gin Cys Val Thr Gly Glu Gly Thr 

'33 ,.35,36 
Asp — Glu Lya 



157 201 
COG AAC CCT GAA AGC CAT AAT AAC GGC GAT TTC GAA GAA ATT CCA 

46 60 
Pro Asn Pro Glu Ser His Aan Asn Gly A»p Fhe Glu Glu lie Pre 

I 47 ^ 9 A 53 

Lys Gin * Asp — 

Aha III 



J 

TGAAAAATGAAAGAATATCA ATC AT AGAGAATTTTGAT 

Glu Glu Tyr Leu cfn 



202 256. 

GAA GAA TAT TTA CAA TGAAAMTGAAAGAATATCAATCATAGAGAATTTTBATTT 



257 316 
AAAAACATTTCCATAGCTAAGCTATTTACCAATAAA7AAATTMTTTTTCCATTGM 



317 37 6 
CAATCATAT TTACTCTCAAT C>TATTCASCTATTTACCAA7AMXAAATTA>TTTTTCCA 



377 
TGA 



FIG.1 
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FIG-3 
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FIG-A 
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FIG-5 




rsr i 



+ 
+ 



Bgl ll/Sma I 



Hint I/Aha III 

fragment pTQ 717 (225 bp) 

3 OLIGONUCLEOTIDES SYNTHETIQUES 



r 



15 mer 

A 



n r 



15 mer 

A 



GATCTATG ATTACGTATACAGACTGCACAG Hwf ' 
_ IM ATACTAATGCATATGTCTG ACGTGTCTTA 



v 

29 mer 

appar) enewT uqathx 



o o 
mxmd iti / cm I 



HIND XIX 



ava n 



5*U 1 



AWA XX 



MINO XXX / (Cflft x 




•a x! 

Hiir x 
o o 

MA X/AMA XXS 

0 0 
Fvy XX/Ecmx 
0 

ml n 

0 0 
Xl/MIBD XXX 



rtr x 



27 



EP 0 200 666 B1 




28 



EP 0 200 666 B1 

FIG -7 



SM I MXND III 




digestion avcc Hind 111 

TfUITEMCNT KtCHOV 

ligation en presence de Hind III 
transformation i*™ E.coli , pyrF~ 




29 



BP 0 200 666 B1 



FIG-8 
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FIG -10 
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FIG -11 
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FIG-14 
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